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TfnJLO 

Cfl^ULAS MADKE DERIVADAS D£ CARTfLAGO Y SUS APUCACIONEiS 

La presente invenci6n se refiere a m^todos para el aislamiento de cSlulas madre 
5 adultas, cSlulas aisladas por £stos m^todos y aplicaciones de 6stas. En concreto, la 
invencidn se lefieie a c61ulas madre adultas aisladas, derivadas de condrocitos 
desdifereiaciados, con c^addad para diferenciarse y dar higar a una serie de linajes 
celulares, asi como a los marcadores especificos presentes en estas cSlulas, como 
pueden ser los antigenos de superiBcie celular. Los usos paia dichas c61ulas incluyen su 
10 utilizaci6n en terq)ia celular asi como en la btisqueda y desarrollo de nuevos £&imacos. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCI6N 

El trasplante de 6rgaaos y tejidos proporciona una serie de tratamientos 
prometedores para diveisas patologias, convirtiendo a las terapias regenerativas en el 
13 objetivo central de investigaci6n de muchos campos de la biomedicina. No obstante, 
existen dos problemas iinportantes asociados al trasplante de drganos y tejidos. El 
primero y mayor de ellos es la escasez de donantes. Asi, por ejemplo, en EE.UU, 
i^camente se dispone de un 5% de los 6rganos que se requieren para trasplantes 
(Evans a/., 1992). 

20 

En segundo lugar, existe el problema de la incompatibilidad potencial del tejido 
trasplantado con el sistema imnune del receptor. Dicha incompatibilidad hace que el 
6rgano o tejido trasplantado sea reconocido como un elemento extrano por el sistema 
inmime del receptor lo que obliga a administrar al paciente trasplantado iSrmacos 

25 inmunosi^esores durante el resto de su vida, implicando un coste elevado tanto fisico 
como econ6mico. Una posible solucidn a la escasez de donantes de 6rganos y tejidos 
podria ser el uso de 6rganos o tejidos animales, proceso denominado xenotrasplante. Sin 
embargo, este enfoque emrpeora el problema del rechazo y contribuye a que haya 
liesgos series de transmisi6n de patdgenos animales a humanos (Patience et al^ 1997; 

30 Wilson a/., 1998). 

Actualmente, el desarrollo de la tecnologia en el campo de las c^lulas madre ha 
hecho que 6stas scan consideradas como una prometedora Aiente de drganos y tejidos 
para aquellos tipos de patologias en las que sea necesario el trasplante de 6rganos o 
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tejidos. Te6ricamente, las cSlulas madre pueden sufiir divisiones celulares destinadas a 
su auto-nmteniniienlD durante un tiempo iliimtado para originar cSlulas fenotipica y 
genotipicamente id&iticas. Adem^, tienen la c^acidad de dilbrenciar a uno o varios 
tipos celulares cono^s ante dertas se&ales o estimulos. 

5 

La geneiaci6n de 6iganos y tejidos a partir de las propias c^liilas madie de un 
padente o a partir de oSlulas heterdlogas inmunoconqpatibles de tal fonna que el sistema 
imnune del receptor no las reconozca como extranas, petmite una serie de v^tajas 
asodadas que solventan el pioblema que acarrean la escasez de donantes y el riego de 
10 rechazo. El uso de c61ulas madre para la regeneraci6n de 6rganos y tejidos constituye 
una terapia altemativa prometedora para diversas patologias limnanfljgj indiqrendo: 
lesiones condrales, 6seas y musculaies, enfennedades neurodegenerativas, rechazo 
imnunol6gico, enfennedades cardiacas y des6rdenes de la piel (ver patentes US 
5.811.094, 5.958.767, 6.328.960, 6.379.953, 6.497.875). 

15 

Aparte de las qilicadones en terapia celular, las c61ulas madre presentan muchas 
otras potendales £q>licadones reladonadas con las tecnologias biom6dicas que pueden 
ayudar a fadlitar actividades de investigaci6n y desarrollo biofarmac^uticos. Una de 
estas ^licaciones radica en el desarrollo de modelos celulares de en&rmedades 

20 humanas y animales, que pueden ayudar a mejoiar sustancialmente la rapidez y eficada 
de los procesos de btisqueda y desarrollo de nuevos fiSnnacos. Actualmente, la forma 
comijttmaate usada de medir la actividad bioWgica de un nuevo compuesto antes de 
entrar en ensayos clinicos es mediante incompletas t6cnicas bioquimicas o modelos 
animales costosos e inadecuados. Las c^lulas madre pueden ser una fiiente potencial de 

25. cantidades virtualmente ilimitadas de c61ulas, tanto indiferenciadas como diferenciadas, 
para la realizaci6n de ensayos in vitro dirigidos a la busqueda y desarrollo de nuevos 
compuestos terapeuticos (Patente US 6.294.346), asi como a determinar su actividad, 
metabolismo y toxicidad. El desarrollo de tales ensayos, en especial de sistemas de 
escrutinio de alto rendimiento {high-throughput screening, HTS), ayudari a reducir 

30 tiempo y dinero a la hora de desarrollar compuestos con actividad terap6utica, permitird 
prescindir en gran medida del uso de animales de experimentaci6n y tambi6n 
contribuirS a que haya una menor exposici6n por parte de los pacientes a los efectos 
adversos de los con^uestos durante los ensayos clinicos. Ademas, la disponibilidad de 
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un surtido de diversos tipos celulares de varies individuos pennitiria un mayor 
entendimiento de los efectos de un compuesto potencialmente ler^utico sobre im 
individuo concreto, llepndo a un desanollo completo del campo de la 
&rmacogen6nnca, donde la actividad de un conqraesto se cotrelacionaria con la 

5 estractuia genStica de un individuo. Las cSlulas madre y su progenie diferenciada tienen 
tambifin un gran valor en el proceso de Wsqueda y caracterizacidn de nuevos genes 
involuctados en una anq)lia variedad de procesos biol6gicos, incluyendo el desairollo, 
la diferenciacion oelular y los procesos neoplasicos (Phillqps et al., 2000; Ramalho- 
Santos et aL, 2002; Ivanova et al., 2002).Ya ban sido descritos sistemas de expresion de 

10 genes para su utilizaci6n en combinaci6n con sistemas HTS basadas en c61ulas 
(JayawickremeyKost, 1997). 

Segun el origen de las c61ulas madre podemos diferenciar ente cfilulas madre 
embrionarias (c61ulas ES) y c61ulas madre adultas. Las c61ulas ES proceden de la masa 

15 oelular intema de los blastocistos y tienen como caracteristica principal el hecho de ser 
pluripotenciales, lo que significa que pueden dar higar a cualquier tejido adulto derivado 
de las tres capas embrionarias (Evans y Kaufinan, 1981; Thomson et al, 1998; Patente 
US 6.200.806). Las c61ulas madre adultas son cfelulas parcialmente comprometidas 
presentes en tejidos adultos, las cuales pueden permanecer decadas en el cuerpo 

20 humano, aunque con el paso del tiempo conrienzan a escasear (Fuchs y Segre, 2002). 

A pesar de la alta pluripotencialidad de las c61ulas ES, las terapias basadas en el 
uso de caulas madre adultas presentan una serie de ventajas sobre aquellas basadas en 
celulas ES. En primer lugar, resulta complicado controlar las condiciones de cultivo de 

25 las c61ulas ES sia iaducir su diferenciacion (Thomson et al 1 998), lo que eleva el coste 
econ6mico y el trabajo necesarios para el uso de este tipo de c61ulas. Es m^, las celulas 
ES deben pasar a traves de varios estadios intermedios antes de convertirse en el tipo 
celular concreto necesario para tratar una patologia en particular, proceso controlado por 
compuestos quimicamente complejos. Ademds, existe una fuerte controversia con 

30 relaci6n a las celulas ES debido a la extendida creencia que la vida humana comienza 
con la fertilizaci6n, de tal forma que el consentimiento informado fiimado por los 
donantes no elimina el estigma 6tico que implica la utilizaci6n de embriones en 
investigacidn. Aparte, hay que considerar una serie de problemas reladonados con la 
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segoridad del uso tens^i^co de las cSltdas ES, debido a que cSlulas madxe - 
indiferenciadas procedentes de tejido emhrionario presentan altas probabilidades de 
producir im tipo de tumores denominados teratocarcinomas (Evans y Kaufinan, 1981). 

5 Poi Ultimo, las cfiMas deiivadas de c61ulas ES son nonnalmeiite objeto de 

rechazo por parte del sistema imnunoldgico debido a que el perfil inmunoldgico de tales 
c61ulas difiere del conespondiente al recqptor. Aunque este problema podria ser 
abordado mediante la utilizaddn de un pioceso denominado "clonacidn terap6utica", en 
el cual se pueden obtener c61ulas ES autdlogas transfiriendo el nficleo de una c61ula 

10 somitica de un paciente al ovocito de una mujer donante, esta t&nica no ha sido 
desairollada todavfa en humanos y presenta setios piobl^nas Sticos y legates (la 
clonaci6n humana es Segal en muchos paises). Otra solucion podria ser la generacidn de 
Uneas celulares ^^miversales*' que posean una compatibilidad inmune generalizada, pero 
a dia de hoy no existe ninguna tecnologia que pecmita obtener dichas c61ulas. 

15 

Por el contraiio, las c61ulas madre adultas no son rechazadas por el sistema 
inmune si ban sido obtemdas por trasfplante aut61ogo. Adem&s el hecho de que est&i 
paiciabnente con5)rometidas reduce el ntoiero de etapas de diferenciaci6n necesaxias 
paia generar cfihilas especializadas. Aparte, el uso de este tipo de c61ulas no estd 

20 asociado a ningto tipo de controversia 6tica o legal. Ademis, aunque este tipo de 
cflulas presente una maior potencialidad de diferenciacidn que las c61ulas ES, la 
mayoria de ellas son realmente multipotentes (Joshi y Enver, 2002) lo que significa que 
pueden difeienciarse a mds de un tipo de tejido. Lo que esto sugiere es que, en caso de 
obtener una fiiente conveniente de c61ulas madre adultas, podriamos llegar a 

25 proporcionar diferentes tipos celulares capaces de ciibrir multiples aplicaciones 
terapeuticas distintas. 

Sin embargo, una desventaja iniportante del uso de las c61ulas madre adultas 
radica en su escasez, lo que hace que cualquier proceso para la obtenci6n y aislamiento 
30 de este tipo de c61ulas sea dificil y costoso. Un problema anadido radica en que la 
mayoria de las actuales fiientes de obtenci6n de c^lulas madre estin contaminadas con 
otros tipos celulares, conxplicando esto el proceso de identificaci6n, aislamiento y 
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caracterizaci6n de las poblaciones de c61ulas madie pensadas para ser iitiliTarigg con 
fines teiap6uticos u ottos usos. 

Actuahnente, las mejores fuentes de cSlulas madie adultas son: medula 6sea 
5 (Spangrude et al., 1988; Osawa et al., 1996; Bhatia et aL, 1997; Fridenshtein, 1982; 
Prockop, 1997; Kttenger et aL, 1999; Patente US 5.486.359), sangre periferica (Bair y 
Mcbjcide, 1982; Russell y Hunter, 1994), corddn ufflbilical (Broxmeyer et al., 1989), 
tejido neural (McKay, 1997; Johansson et al,, 1999; Doetsch et aL, 1999; Gage, 2000), 
tejido adiposo (Zuk et a/., 2001; Zuk et al, 2002; solicitud de patente WO 03/022988), 

10 c6mea (Daniels, et al, 2001), piel (Wat^ 2001; Toma et al, 2001), epitelio 
gastrointestinal (Marslnnan et a/., 2002), musculo (Grounds et al, 1992), hfgado 
(Forbes et al, 2003) y pulpa dental (Gronflios et al, 2000; Miura et al, 2003). Sin 
embargo, hasta la fecha de hoy ninguna de estas fuentes ha sido capaz de pioporcionar 
cSlulas madre adultas que cuntplan todos y cada uno de los siguientes requisitos: 

15 multipotencialidad, ensayos reproducibles, ausencia de contaminaci6n y perfecta 
caracterizaci6n. 

Recientemente, se ha aislado un nuevo tipo de c61ula madre de mamifero 
denominado ''Multipotent Adult Progenitor Cell" (MAPC) a partir de medula 6sea y 
20 otros tejidos (Reyes et al., 2001; Jiang et al, 2002a; Jiang et aL, 2002b; solicitud de 
patente WO 01/11011). Bste tipo de cSlula madre parece ser la progenitora de las 
Damadas c61ulas madre mesenquimales, y muestra una gran multipotencialidad. Sin 
embargo su aislamiento y cultivo conlleva un proceso largo y costoso en el que se han 
de incluir grandes cantidades de diversos iactores de crectmiento. 

25 

Por lo tanto, existe la necesidad de conseguir una fiiente ficilmente disponible 
de c61ulas madre adultas multipotentes. En particular, c61ulas que puedan ser facilmente 
aisladas de un sujeto vivo sin que esto implique riesgos o molestias significativas, sin 
que el coste del aislamiento y cultivo sea elevado, y con una contaminaci6n nainima por 
30 otros tipos celulares. 

El cartilago es un tejido compuesto de un unico elemento celular, condrocitos, y 
de una matriz extracelular (ECM) que rodea a los condrocitos. Gracias a esta simple 
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estructura y con:5)osici6n celular, el caitflago podria ser una prometedoia foente 
potencial de c&Mas madre, en caso de que estas cdlulas pudiesen ser identificadas y 
caracteiizadas. Adem^ la extraocidn de tejido cartilaginoso se realiza usando un 
pnxseditniento pooo invasivo en companicidn con otros procedimientos (p.ej. extracddn 
5 de medula 6sea) y poco contannnado en cotnpaiacidn con otros procedinuentos (p.ej. 
extraccidn de tejido adiposo) y sin repercusiones serias para el paciente. 

El cartflago articular adulto es avascular, alinfitico, aneural y se nutte a partir 
del liquido sinovial (Mankin y Brandt, 1984). Las iSnicas c61ulas piesentes en el 

10 cartilago articular son los condtocitos, responsables de su slntesis, manfeniinienlo y 
renovaci6n de la ECM, que a su vez estk fundamentalmente conapuesta por una red de 
fibras de cold,geno altamente hidratadas insertadas en un gel de proteoglicanos cargados 
(Maroudas, 1979). La digestion de la ECM usando colageaasapennite el aislamiento de 
los condrocitos que subsiguientemente pueden ser crecidos y expandidos in vitro 

15 (Milrovic et a/., 1979). 

Es conocido que el cultivo en monocapa de cartflago articular conduce de forma 
invariable a su desdifeienciaddn, proceso durante el cual las c61ulas rec]q)eran su . 
habilidad para dividirse, pierden su fenotipo redondeado y dejan de producir colSgeno 

20 de los tipos 11, DC y XI para producir los tipos I, HI y V (Mayne et aL, 1976; von der 
Mark et al, 1977; Benya et aL, 1977; Benya et aL, 1978; Benya y Mimni, 1979; Benya 
y Shafler, 1982; Finer et al,, 1985; Elima et aL, 1989). Algunos autores ban demostrado 
que condrocitos desdiferenciados de origen embrionario (Hegert et aL, 2002) o adulto 
(Tallheden et aL, 2003) podrian diferenciarse in vitro a varios tipos celulates 

25 mesenquimales, pero todavia nadie ha aislado y caracterizado en detalle una poblacidn 
definida de c61ulas madre aisladas de cartflago articular ni demostrado su 
multipotendalidad. 

La presente invenci6n proporciona una poblaci6n de c^lulas madre multipotentes 
30 adultas procedentes de cartilago de mamifero, preferiblemente de cartilago articular 
humano, aisladas y caracterizadas en detalle demostrando adem^s su 
multipotencialidad. Esta y otras realizaciones de la invenci6n se hardn ^arentes a travfe 
de la descnpci6n, Figuras y Ejemplos que siguen. 
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BREVE D£SCRIPCI6n DE IA INVENQdN 

Un primer aspecto de la mvenci6n consiste en proporcionar una poblad6n 
aislada de c61ulas madre multipotentes derivadas de condrocitos desdiferenciados, 
5 perfectamente caiacteiizada y libie de otros tipos celulares. Pieferiblemente, dichos 
condiocitos se obtienen de caitflago articular humano mediante artroscopia, la cual es 
un procedimiento medico rutinario que conlleva un riesgo y grado de incomodidad 
minimos para el paciente. 

10 Un segundo aspecto de la presente invenddn consiste en la obtencidn in vitro, a 

partir de dichas c61ulas madre multipotentes derivadas de condrodtos desdiferenciados, 
de poblaciones celulares difeiendadas a diveisos linajes, incluyendo pero sin limitarse a 
los linajes mesenquimales y neurales. 

15 Un tercer aspecto de la invend6n consiste en propordonar una poblad6n celular 

transgenica, derivada de dichas c61ulas aisladas previamente mencionadas, por 
modificaci6n de su genootna. 

Un cuarto aspecto de la invenci6n consiste en utilizar las c61ulas aisladas 
20 anteriomente mencionadas para la preparaci6n de composiciones fermacduticas que 
pueden emplearse en la reparaddn de tejidos y 6rganos. Dichas composidones 
6rmac6uticas constituyen un aspecto adicional de la presente invenddn. 

Un quinto aspecto de la invend6n consiste en utilizar las c^lulas aisladas 
25 anteriormente mencionadas para la evaluaci6n de la actividad biologica de distintos 
agentes in vitro e in vivo. 

Otros aspectos de la presente invenci6n resultarin evidentes para un experto en 
la materia a la vista de la descripci6n de la invenci6n. 



30 
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BREVE DESCRIPCT6n DE LAS FIGimAS 

LaFiguia 1 es una fotomicrografia de contraste de ikses de las c61ulas madie de 
la presente invencidn. 

5 La Figura 2A muestra histogiamas de imnunodtometria de fluorescencia 

correspondientes a marcadores de superficie positivos en las cfilulas madre de la 
presente invencida Los histogramas rellenos en negro conesponden al marcaje con el 
anticuCTpo especifico, nuentras que los vacios oorresponden a la tmcion con el control 
deisotipo. . 

10 

La Figura 2B muestra histogramas de inmunocitometrfa de fluorescencia 
correspondientes a marcadores de superficie negatives en las cSlulas madre de la 
presente invencidn. Los histogramas rellenos en negro oorresponden al marcaje con el 
anticuerpo especffico, mientras que los vacios conesponden a la tinci6n con el control 
IS deisotipo. 

La Figura 3 A es una fotomicrogiafia de contraste de iases de las c^lulas madre 
de la presente mvenci6n diferenciadas in vitro hacia fenotipo 6seo. Las c61ulas 
diferenciadas se han tenido con Alizarin Red para detectar la matrix de fosfeto calcico 
20 secretada por las c^lulas diferenciadas. 

La Figura 3B es una fotomicrografia de contraste de fases claro de las cShilas 
madre de la presente invenci6n sin diferenciar, tefddas de la misma forma que las 
c^lulas diferenciadas de la Figura 3 A. 

25 

La Figura 4A es una fotomicrografia de contraste de fases de las c61ulas madre 
de la presente invencion diferenciadas in yntro hacia fenotipo muscular. Las celulas 
diferenciadas se han tenido con un anticueipo especffico para la cadena pesada de la 
miosina, un antigeno especffico de musculo. 

30 

La Figura 4B es una fotomicrografia de campo claro de las c61ulas madre de la 
presente invencidn sin diferenciar, tenidas de la misma forma que las c61ulas 
diferenciadas de la Figura 4A. 
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La Figura 3 A muestra dos fotomicrografias de imnunofluoTescencia de las 
cfilulas madre de la presente invenci6n diferenciadas in vitro hacia fenotipo neuKmal. 
Las c^lulas diferenciadas se ban teSddo con un anticuetpo especiiico para NF200, un 
aatigeno especffico de neuronas. 

5 

La Figuia SB muestra dos fotomicrografias de mmunofluorescencia de las 
c61ulas madre de la presente invencidn diferenciadas in vitro hacia fenotipo neuronal. 
Las cSlulas diferenciadas se ban teSido con un anticueipo especifico para TuJl, un 
antigeno especifico de neuronas. 

10 

La Figura 6 es una representaci6n gnifica del ntkiero de clones aislados de las 
cSlulas madre de la presente invencidn capaces de diferenciarse a tres tejidos 
mesodSrmicos distintos (AOC; adiposo=A; 6seo=0; cartQago=CX a dos de ellos (AO, 
AC, OQ, s61o a uno (A, O, C), o a ninguno (-). 

15 

La Figura 7A es una fotomicrografia de fluorescencia de las c^lulas madre de la 
presente invencidn transducidas con un vector retroviral que codifica la proteina verde 
fluorescente (GFP). 

20 La Figura 7B muestra un histograma de citometria de fluorescencia que 

cuantifica la fluorescencia de las c61ulas transducidas retroviralmente de la Figura 7A. 

DESCRIPCldN DETALLADA DE LA I]>fVENCl6N 

En un primer aspecto, la presente invenci6n proporciona una poblaci6n aislada 

25 de c61ulas madre multipotentes, derivada de condrocitos desdiferenciados de mamifero, 
caracterizada en detalle y Ubre de otros tipos celulares. Preferentemente, la poblacidn 
celular aislada objeto de la invencion procede del tejido cartilaginoso de un primate, 
preferiblemente de un bumano. Nonnalmente, la c61ula objeto de la invenci6n procederd 
de cartflago articular bumano y, en particular, de tejido cartilaginoso procedente de la 

30 articuladdn de la rodilla. Las c61ulas madre y derivados de &tas en la presente 
invencidn podr&i ser usadas para diversas aplicaciones, entre las que se incluyen: 
tetapias basadas en el trasplante aut61ogo y aloginico, desarroUo de modelos de 
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enfermeda4 desanollo de ensayos de bflsqueda de genes y en la bfisqueda y desanoUo 
delSiniacos. 

En una realizaci6n particular, la invenci6n propotciona una c^lula noadre adulta 
5 multipotente, procedente de condiocitos desdiferenciados de mamifero, caiacterizada 
por ser positiva para los siguientes antigenos de superficie: CD9, CD13, CD29, CD44, 
CD49a, C3)49b, CD49c, C3Q49e, 0)54, CD55, €3058, CD59, CD90, CD95, CD105, 
CD106, GDI 66, HLA-I y beta2-micro^obulina. 

10 En una realizaci6n pieferida de la invencidn, se propotciona una c61ula madie 

adulta multipotente aislada derivada de condrocitos desdiferenciados de mamifeio, 
caiacterizada por el siguiente fenotipo: positiva para los marcadores CD9, CD13, CD29, 
CD44, CD49a, CD49b, CD49c, CD49e, CD54, CD55, CD58, CD59, CD90, CD95, 
CD105, CD106, C3)166, HLA-I y beta2-naicioglobulina; negativa para los marcadores 

15 CDIO, GDI lb, CD14, CD15, CD16, CD18, CD19, CD28, CD31, CD34, CD36, CD38, 
CD45, CaM9d, CD50, CD51, CD56, CD61, CD62E, CD62L, CD62P, (3571, CD102, 
CD104, GDI 17, CD133, HLA-H. 

Poblaciones ceMares aisladas constituidas por, o que coinprenden, dichas 
20 c61ulas madre adultas multipotentes aisladas procedentes de condrocifDS 
desdiferenciados de mamifero, constituyen realizaciones particulares de la presente 
invenci6n. 

La c^lula madre multipotente aislada objeto de la presente invenci6n se obtiene a 
25 partir de condrocitos adultos desdiferenciados aislados de biopsias de cartflago 
procedentes de sujetos vivos. En una realizacidn preferida de la invencidn, el tejido 
cartilaginoso se aisla de un sujeto humano. En humanos, la fiiente preferida de tejido 
cartilaginoso radica en la articulaci6n de la rodilla, siendo el m6todo preferido de 
recoIecci6n de cartilago la toma de biopsia mediante artroscopia a partir de los 
30 mdrgenes del cdndilo femoral. Si las c^lulas de la presente invenci6n van a ser 
trasplantadas en un sujeto humano, es preferible que el tejido cartilaginoso sea aislado 
de ese mismo sujeto para poder realizar un trasplante autdlogo. 



wo 2004/111208 



PCT/ES2004/070041 



11 

Los condiocitos pueden ser aislados a partir de una biopsia de cartBago usando 
diversos mStodos conocidos por los esqpertos en la materia. Nonnalmente se utiliza la 
digesti6n enzim&tica con colagenasa (Nfittovic et al, 1979). En el Ejemplo 1 de la 
ptesente invencidn se detalla el procedimiento de aislamiento de cfilulas madre 
5 mullipotentes a partir de condrodtos desdiferenciados humanos obtenidos de cartilago 
articulaxderodilla. 

Las c61ulas multipotentes derivadas de condrodtos desdiferenciados pueden ser 
caracterizadas para identificar las protefnas intracelulares y/o de superficie, genes, y/o 
10 otros marcadores indicadores de su estado indiferenciado. MStodos utilizados para la 
caracterizaci6n incluyen, pero no se Imrftan a: inmunocitometria (ver Ejen$)lo 2), 
anSlisis inmunocitoquimico, anilisis por northern blot, RT-PCR, andlisis de expiesidn 
gfinica en microarrays, estudios prote6micos y an^sis por differential display. 

1 5 ai otra realizaci6n de la invencion, las cflulas madre adultas multipotentes de la 

presente invend6n son induddas a diferenciarse in vitro a cfelulas que eapresen al 
menos una caiacterfstica propia de una c61ula espedalizada. Tales tipos celulares parcial 
0 totalmente diferenciados incluyen, pero no se limitan a linajes celulares propios de los 
siguientes tejidos y drganos: cartflago, hueso, grasa, mlisculo, tejido nervioso, piel, 

20 Mgado y p&ncreas, por ejemplo, condrocitos, osteocitos, adipocitos, miodtos, 
cardiomiodtos, neuronas, astrocitos, oligodendrocitos, c61ulas epiteliales, hepatocitos, 
c61ulas pancreSticas, etc. Los m^todos que se pueden usar para inducir la diferenciaciin 
de las c61ulas madre de la presente mvenci6n a diversos tipos celulares concretes son 
conocidos por los expertos en la materia y algunos de ellos se ejqjlican en detalle en los 

25 Ejeoq)los de la patente. 

Las celulas diferenciadas total o parcialmente son caracterizadas mediante la 
identificaci6n de proteinas de superficie y/o intracelulares, genes, y otros marcadores 
indicatives de difeTenciaci6n de las celulas madre de la presente invencidn a diversos 
30 linajes. M6todos utilizados para la caracterizaci6n incluyen, pero no se limitan a los 
siguientes: inmunocitometria, anilisis inmunocitoquimico, andlisis por northern blot, 
RT-PCR, anilisis de e?q)resi6n g6nica en microchips, estudios prote6micos y andlisis 
por differential employ. 
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En otro aspecto de la invenddn, las cSIulas madre de la piesente iBvencidn, o 
cilulas derivadas de las imsmas, son modificadas gengticamente de forma estable o 
transitoria para que esqpresen genes ex6genos o repriman la expresi6n de genes 
enddgenos. Por tanto, la invencion propordona una poblaci6n celular transg^ca 
5 aislada, derivada de las cSlulas madre adultas mult^otentes procedentes de condrodtos 
desdiferendados de mamifeio propordonadas por esta invenddn, cuyo genoma ha side 
modificado por mserd6n de DNA aislado preseleccionado, por sustitud6n de un 
segmento del genoma celular con DNA aislado preseleccionado o por inactivaci6n de al 
menos una porci6n del genoma celular. De acuerdo con este aspecto de la invenddn, las 

10 cSlulas aisladas se ponen en contacto can un vector de transferencia gSnica, el cual 
. compiende un dddo nucleico que incluye una secuencia genStica heterdloga 
recombinante, de tal manera que el &ddo nucldco es introducido en la c61ula bajo las 
condiciones apropiadas para que dicha secuencia sea expresada en el interior de la 
c61ula. El vector de transferencia g6nica puede ser viral o no viral. Existen numerosos 

IS vectores virales y no virales para introducir DNA ex6geno dentro de las c^lulas madre 
que son bien conoddos para aquellos expertos en la materia (Mulligan, 1993; Robbins 
et aL, 1997; Bierhuizen et oL, 1997). Vectores virales apropiados para poner en practica 
esta realizacidn de la invencidn incluyen, pero no est^ limitados a los sigmentes: 
vectores adenovirales (Kozarsky y Wilson, 1993), vectores adenoasociados (Muzyczka, 

20 1992), vectores retrovirales (Tabin et al, 1982), vectores lenlivirales (Naldini et al., 
1996), vectores alfevirales (Huang, 1996), vectores herpesvirales (Carpenter y Stevens, 
1996) y vectores derivados de coronavirus (Ortego et al., 2002). Vectores de tipo no 
viral apropiados para poner en pr^ca esta reali:ad6n de la invenci6n incluyen, pero 
no est^n limitados a los siguientes: DNA desnudo (Wolff et al., 1990), gene gun 

25 (Johnston et al, 1988), lipdsomas (Feigner et al, 1987), poliaminas (Boussif et al., 
1995), peptides (Wyman et al, 1997), dendrfmeros (Tang et al, 1996), glicopolimeros 
cati6nicos (Roche et al, 2003), complejos liposoma-polication (Tsai et al, 1996), 
protelnas (Fisher y Wilson, 1997) y sistemas de transferencia g&iica mediados por 
receptor (Gotten et al, 1990). La secuenda gen^tica heter61oga recombinante estd 

30 normahnente incluida en un casete de expresi6n, que consta de una secuencia 
codificante asociada operativamente a un promotor u otras secuencias en cis que 
permitan su e}q}resi6n. La secuencia codificante puede codificar una proteina o puede 
codificar RNA biol6gicamente activo, como puede ser RNA antisentido (Spampinato et 
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aL, 1992), una ribozima (Leavitt et al., 1994) o siRNA (Qin et dL, 2003). En una 
rea]izaci6n preferida, las c61ulas madre de la piesente invenci6n son modificadas 
genSticamente paia expiesar un gen potencialmente terqs^utico. 

S Las c61ulas madre de la presente invenci6n, sin modificar o gendticamente 

modificadas, asf como aquellas c^lulas derivadas de las anterioies que e^resen al 
menos una caracteristica prapia de una c61ula especializada, estando 6stas sin modificar 
o gendticamente modificadas, pueden set utilizadas para preparar composiciones 
&rmac£u1icas. En la preparaci6n de dichas conq>osiciones faimac6aticas, las c61ulas de 

10 la presente invencidn se pueden utilizar solas o dentro de composiciones bioldgicamente 
conqpatibles, las cuales pueden incluir, pero no est&a limitadas a: &ctores de 
ciecimiento, citoquinas, quimioquinas, proteinas de la matriz extracelular, finnacos y 
polfmeros sint6ticos. Por tanto, en una realizaci6n particular de esta invencidn, se 
prqxxrciona una composici6n fannac6utica que comprende una poblacidn de cSlulas 

IS madre proporcionada por la presente invenci6n, sin modificar o gen^ticamente 
modificadas, o que expresen al menos una caracteristica propia de una c61ula 
especlalizada, sin modificar o g^6ticamente modificadas, y un vehlculo 
&miac6uticamente aceptable. En una realizaci6n particular, dicha composici6n 
farmac6utica pude contener, adeni^, iactores de crecimiento, citoquinas, quimioquinas, 

20 protefnas de la matriz extracelular, ftanacos y/o polimeros sinteticos. En una 
realizaci6n pieferida de la invencidn, las composiciones fkrmac6uticas preparadas a 
partir de las c6Iulas de la presente invenci6n tienen la fonna de una estructura 
tridimensipnal en la cual las c61ulas y otros posibles componentes se hallan incluidos 
dentro de una matriz sint6tica tridimensional biocompatible. Altemativamente, dichas 

25 coiziposiciones fermacSuticas son del tipo microparticula, microesfera, nanoparticula o 
nanoesfera. 

Los implantes anteriormente descritos pueden ser utilizados en procedimientos 
de trasplante autdlogo y alogenico. Estos procedimientos de trasplante pueden ser 
30 llevados a cabo administrando los implantes a un paciente de diversas formas. Las 
formas de administraci6n preferidas incluyen pero no estan limitadas a: parenteral, 
intraperitoneal, intravenosa, intrad^rmica, epidural, intraespinal, intraestromal, 
intraarticular, intrasinovial, intratecal, intialesional, intraarterial, intracardiaca. 
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mtramuscular, intranasal, intracraneal, subcutinea, mtraarbital, intrac^sulai, t6pica, 
mediante parches transd^imicos, via rectal, via vaginal o metral, mediante la 
administracidn de un supositorio, percutanea, espray nasal, unplanfe quirikgico, pintura 
quirurgica interna, bomba de infusidn o via cat6ter. 

5 

En una realizacidn pteferida de la invenci6n, el lugar de trasplante es el 
cartQago, y la caracteristica deseada o fenotipo es el condrobMstico. En una segunda 
realizacidn preferida de la invenci6n, el lugar de trasplante es el hueso, y la 
caracteristica deseada o fenottpo es el osteoblfistico. En una tercera realizaci6n preferida 

10 de la invencidn, el lugar de trasplante es el miisculo esquel6tico, y la caracteristica 
deseada o fenotipo es el miobl^co. En una cuarta realizacidn preferida de la 
invenci6n, el lugar de trasplante es el miisculo cardiaco, y la caracteristica deseada o 
fenotipo es el cardiomiobl&tico. En una quinta realizacidn pre&rida de la invenci6n, el 
lugar de trasplante es el sistema nervioso perif&ico, y la caracteristica deseada o 

IS fenotipo es el glial. En una sexta realizadi6n preferida de la invenci6n, el lugar de 
trasplante es el sistema nervioso central, y la caracteristica deseada o fenotipo es el 
neuronal. En una s^ptima realizaci6n preferida de la invenci6n, el lugar de trasplante es 
la piel, y la caracteristica deseada o fenotipo es el epitelial. En una octava realizacidn 
preferida de la invencidn, el lugar de trasplante es el higado, y la caracteristica deseada 

20 o fenotipo es el hepatocitico. En una novena realizacidn preferida de la invencion, el 
lugar de trasplante es el higado, y la caracteristica deseada o fenotipo es el de c61ula 
pancredtica. En una d^cima realizaci6n preferida de la invenci6n, el lugar de trasplante 
es el p^creas, y la caracteristica deseada o fenotipo es el de c61ula pancredtica 

25 El uso terap6utico preferido de las celulas descritas en la presente invenci6n 

pretende ser el tratamiento de enfermedades degenerativas, traumdticas, gen^ticas, 
infecciosas o neopldsicas humanas que resulten en un dano o disftinci6n de tejidos u 
organos que incluyan, pero no est6n limitados a: fistulas, filceras, lesiones del cartilage, 
lesiones 6seas, lesiones musculares, des6rdenes musculares (incluyendo, pero sin estar 

30 limitados a distrofia muscular), enfermedades 6seas (incluyendo, pero sin estar 
limitadas a osteogenesis imperfecta), lesiones ' mioc^dicas, des6rdenes 
neurodegenerativos (incluyendo, pero sin estar limitados a: enfermedad de Parkinson, 
enfermedad de Huntington y enfermedad de Alzheimer), lesiones espinales, dafio 
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nervioso, lesiones vasculares, lesiones de la piel, dafio hepdiico y diabetes. 
Realizaciones pieferidas de las c61ulas modificadas geniticameiite de la invencidn 
incluy en, pero no se limitan a: terapia de sustituci6n enzimitica, sustituci6n de cfilulas y 
tejidos daBados, coueccidn de xnutaciones genSticas delet&reas, ter^ia antiangiogSnica, 
5 terapia proangiogfimca, terq)ia antiinflamatoria, liberacidn de compuestos bioactivos y 
liberacidn de agentes antitumorales. 

Por tanto, en una realizacidn particular, la invencidn se telaciona con el uso de 
una pobladon de c61ulas madre proporcionada par la presente invenci6n, sin modificar 

10 o gen6ticamente modificadas, o que e7q)Fesen al menos una caracteristica propia de una 
c61ula especializada, sin modificar o gen6ticamente modificadas, para pieparar una 
composicidn laimac6utica para el ttatamiento de lesiones, enfennedades degenerativas 
y gen6ticas de cartOago, hueso, m^culo, comz6n, sistema nervioso central y perifi&tico, 
piel, bigado y p^cieas. A modo ilustrativo, dicha poblad6n celular aislada 

15 proporcionada por esta invencidn puede ser utilizada para prepaiar una composicidn 
fiamac6atica adecuada para el tratamiento de lesiones del cartilago, o de lesiones dseas, 
0 de lesiones musculares, o de lesiones cardfacas, o de lesiones del sistema nervioso 
periffirico, o de lesiones del sistema nervioso central, o de lesiones de la piel, o de 
lesiones hepdticas, o de lesiones pancredticas, asi como para el tratamiento de 

20 enfennedades degenerativas del carfflago, o enfermedades degenerativas del tejido 6seo, 
0 enfermedades degenerativas del tejido muscular, o enfennedades degenerativas del 
corazdn, o enfermedades degenerativas del sistema nervioso periffirico, o enfermedades 
degenerativas del sistema nervioso central, o enfermedades degenerativas de la piel, o 
enfennedades degenerativas hepdticas, o enfennedades degenerativas del p^increas, o 

25 bien para el tratamiento de enfermedades gen6ticas del cartilago, o de enfermedades 
genfiticas del tejido 6seo, o de enfennedades geneticas del tejido muscular, o de 
enfermedades geneticas del corazon, o de enfermedades geneticas del sistema nervioso 
perif6rico, o de enfennedades geneticas del sistema nervioso central, o de enfermedades 
gen6ticas de la piel, o de enfermedades geneticas del higado, o de enfermedades 

30 geneticas del p&icreas. 
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La presencia en el sujeto, al que se le ha realizado el trasplante, de c6Mas 
diferendadas procedentes de las cfilulas madre aisladas multipotentes de la presente 
invendfin, podria ser detectada mediante diversas t&nicas entre las que se induyen 
peio no se limitan a: imagen in vivo, anfilisis por citometria de flujo, an^lisis por PGR, 
5 anfilisis par southern blot y estudios inmunoWstoqufanicos. 

En otro aqpecto de la inv^ddn, las c61ulas naadie de la presente invenddn, con 
o sin modificaciones geneticas, asi como las c61ulas derivadas de las anteriores que 
expiesen al menos una caracterislica propia de una c61tda especializada, con o sin 
10 modificaciones genfiticas, pueden ser aplicadas al desatroUo de ensayos in vitro e in 
vivo con los siguientes prop6sitos industriales: bfisqueda de finnacos, estudios 
fannacol6gicos, estudios toxicol6gicos, estudios farinacogen6micos y estudios 
genfiticos. Tales ensayos pueden ser utilizados para la identificad6n y/o caiacterizad6n 
de una inullitud de dianas biol6gicas, compuestos bioactivos o agentes fannacoMgicos. 

15 

Las c61ulas madre de la presente invencito proporcionan un sistema unico en el 
cual las c61ulas pueden diferenciarse para dar lugar a linajes especfficos del mismo 
individuo. Ademis, las cSiilas de la presente invend6n proporcionan una fuente de 
c61ulas en cultivo a partir de una potendal variedad de individuos gen6ticamente 

20 diversos que pueden responder de distinta manera a diversos agentes biologicos y 
&rmacol6gicos. Al comparar las respuestas de las c^lulas procedentes de una poblaci6n 
estadisticamente signijBcativa de individuos se pueden determinar los efectos de los 
agentes biol6gicos o fermacol6gicos ensayados sobre el tipo celular concreto. A 
diferencia de la mayoria de los cultivos primarios, las c61ulas de la presente invencion 

25 se pueden mantener en cultivo y de esta forma se pueden estudiar segiin vaya 
transcurriendo el tiempo. Por lo tanto, multiples cultivos celulares del mismo o distintos 
individuos pueden ser tratados con el agente de interes para determinar si existen 
diferencias en el efecto que tiene dicho agente en ciertos tipos de c61ulas con el mismo 
perfil gen6tico o,. altemativamente, en tipos celulares similares procedentes de 

30 individuos gen6ticamente distintos. 
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La utilizacidn de las cSlulas madre de la presente invencidn en un sistema de 
esoutinio de atto rendimieDto {high-throughput screening) peimite analizar una amplia 
gama de agentes biol6gicos y faxmacoldgicos, asi como bibliotecas combinatoriales de 
los misnaos, de una forma efectiva en cuanto a tiempo y dinero, para de esta fonna 
S elucidar sus efectos en las cShdas humanas. Dichos agentes incluyen, pero no est&i 
limitados a: pSptidos, anticueipos, citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento, 
hottnonas, particulas virales, antibi6ticos, conqpuestos inhibitoiios, agentes 
quimoterap6uticos, agentes citot6xicos, nmt&genos, aditivos alimentarios, 
composiciones fannac6uticas y preparados de vacunas. 

10 

En el campo de la &nnacogen6niica, se pueden iisar las cSluIas madre de la 
presente inyenci6n aisladas de una poblaci6n estadisticamrate significativa de 
individuos para proporcionar un sistema ideal pata identificar polimorfismos asodados 
con respuestas positivas o negativas a un abanico de sustancias. La infonnaci6n 
15 obtenida de estos estudios puede tener ansplias tepercusiones en el tratamiento de 
enfennedades infecciosas, c&Qcer y diveisas enfermedades metab61icas. 

El m£todo in vitro que pennite utilizar las c61ulas madie de la presente invencidn 
paia evaluar la respuesta celular a agentes biol6gicos o &macoI6gicos, o a bibliotecas 
20 combinatoriales de dichos agentes, comprende lo siguiente: 

a) aislar las c61ulas proporcionadas por la presente invencidn a partir de un 
individuo o de una poblaci6n estadisticaxnente significativa de los mismos^ 

b) diferenciar opcionalmente las c^lulas aisladas a un tipo celular concreto; 
25 c) expandir las c61ulas en cultivo; 

d) diferenciar opcionalmente las c6Iulas expandidas a un tipo celular concreto; 

e) poner en contacto el cultivo con uno o m4s agentes biologicos o ^rmacologicos 
o con una biblioteca combinatorial de dichos agentes; y 

f) evaluar los posibles efectos biol6gicos de dichos agentes sobre las ovinias del 
30 cultivo. 
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Altemativamente, para la puesta en pr^ca de dicho m&xidOj pueden utilizarse 
c61ulas madre proporcionadas por la presente invenci6n, opcionalmente modificadas 
gen^camenie, o bien cSlulas que expresen al memos una caracteiistica prqpia de una 
c^lula especializada, opcionalmente modificadas genSticamente. 

5 

En el m6todo anteriormente descrito, los agentes biol6gicos o farmacol6gicos 
que pueden evaluarse incluyen, aunque sin limitarse exclusivamente a ellos, p^tidos, 
anticuecpos, cifoquinas, quimioquinas, fectores de crecimiento, particulas viiales, 
hormonas, &macos, por ejenq)lo, antibi6ticos, agentes quimioterapduticos, agentes 
10 citot6xicos, composiciones &mac£uticas, prepaiados vacunales, proteinas de la matriz 
extiacelular, polimeros sint^ticos, con^estos inhibitorios, mut^enos, aditivos 
alimentanos, etc. 

El m6todo in vivo que permite utilizar las c^lulas madre de la presente invenci6n 
IS para evaluar la respuesta celular a agentes bioldgicos o fannacol6gicos, o a bibliotecas 
combinatoriales de dichos agentes, compiende lo siguiente: 

a) aislar las cSlulas de la presente invenci6n a partir de un individuo o de una 
poblacidn estadisticamente signilicativa de los mismosi 

b) diferenciar opcionalmente las celulas aisladas a un tipo celular concreto; 

c) expandir las c61ulas en cultivo; 

d) diferenciar opcionalmente las c61ulas ej^andidas a un tipo celular concreto; 

e) impkntar las cSlulas, solas o dentro de composiciones bioldgicamente 
compatibles, en un modelo de animal experimental; 

f) administrar a los animales injertados uno o mis agentes biol6gicos o 

fannacologicos; y 

g) evaluar los posibles efectos biologicos de dichos agentes sobre las celulas 
implantadas. 

30 Altemativamente, para la puesta en prdctica de dicho m^todo, pueden utihzarse 

celulas madre proporcionadas por la presente invenci6n, opcionalmente modificadas 
gen6ticamente, o bien celulas que expresen al menos una caracteristica propia de una 
c61ula especializada, opcionalmente modificadas genSticamente. 



20 



25 
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En el m^odo anteriormente descrito, el animal experimental puede ser, pero no 
est& limitado a, una cepa de rat6n inmunodeficiente. En el mismo mdtodo, las 
con^siciones biol6gicamente compatibles pueden incluir, de forma no limitante, los 
siguientes tq>os de sustancias: p6ptidos, anticuetpos, citoquinas, quimioquinas, &ctores 
S de crecmiento, particulas virales, homionas, &macos, per ejemplo, antibi6ticos, 
agentes quimioterapSuticos, agentes dtotdxicos, composiciones feimac^uticas, 
prepaiados vacimales, proteinas de la matriz extracelular, polimeros sint6ticos, 
compuestos inhibitorios, mutigenos, aditivos aUmentarios, etc.. En una realizaci6n 
preferida de la invencidn, las c61ulas son implantadas en el animal experimental 

10 incluidas en una matriz sint6tica tridimensional biocompatible. En otra tealizaci6n de la 
invencidn, las c61ulas se introducen en el animal incluidas en una estructuia del tipo 
microparticula, microesfera, nanoparticula o nanoesfera. Las fomias de implantaci6n 
preferidas de dichas c61ulas, conoposiciones y estmctuias en el animal eisperimental 
incluyen peio no esl^ limitadas a las siguientes: parenteral, intt^eritoneal, 

1 5 intravenosa, intrad^mtiica, epidural, inttaespinal, intraestromal, intraarticular, 
intrasinovial, intratecal, intralesional, intraarterial, intracardiaca, mtramuscular, 
intranasal, intracraneal, subcut&nea, intraorbital, intracapsular, tdpica, mediante parches 
transd^rmicos, via rectal, via vaginal o uretral, mediante la administraci6n de un 
supositorio, percutanea, espray nasal, implante quirfirgico, pintura quirfirgica interna, 

20 bombadeiniusi6noviacat6ter. 

A continuaci6n, los Ejemplos d^criben en un mayor detalle ciertas realizaciones 
de la piesente invencidn. 

25 EJEMPLOS 

Los siguientes Ejemplos se presentan para ilustrar pero no limitan la presente 
iavenci6n. 

Eiemplo 1: Aislamiento de cflulas madre multipotentes derivadas de condrodtos 
desdiferenciados obtenidos a partir de cartflago articular humano, 

30 Se comienza obteniendo mediante procedimiento artroscdpico una biopsia de 

cartflago de los m^genes extemos del c6ndilo femoral. El tamaSo de dicba biopsia 
puede ser variable, en funcidn de la estractura de la articulacidn, la edad del paciente y 
el criterio del cirujano, pero normalmraite no es inferior a 4 cm^. La biopsia se recoge en 
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una soIuci6n salina esl£ril y se mantiene a 4*^ hasta el momento del piocesaniiento, que 
no debe ser posterior a las 48 hoias de la toma de la muestia. 

La biopsia de cartflago se suspende en 1 mililitro de medio de cultivo basal 
5 est^ril (DMEM, Medio esencial minimo modificado por Dulbecco), conteniendo h- 
Glutamina 2 mM, aatibi6ticos y un 1% de suero fetal bovino (FBS), El suero tambi^n 
puede set de origen humano, preferiblemente de origen aut61ogo. A continuacion, el 
cartflago se tritura utilizando unas tijeras quirurgicas bajo condiciones asepticas. Los 
fragmentos de cartflago resultantes se adicionan a una suspension conteniendo un 0,1% 

10 de colagenasa en el mismo medio que se utiliz6 para la trituraci6n, y la suspensi6n 
celular resultante se incuba durante al menos 4 horas a 3TC con agitaci6n suave. 
Despu6s, se filtra la suspension celular resultante a trav6s de una malla est6ril de 40 
micr6metro5 y posteriormente se centrifuga la suspensi6n filtrada a 300 g durante S 
minutos. El sedimento celular resultante se resuspende en medio de cultivo y se cultiva 

15 a una densidad qnx}ximada de 20.000 c£lulas/cm^ en fiascos para el cultivo de tejidos. 
Normalmente, el medio de cultivo est& compuesto de un medio basal como puede ser el 
DMEM, L-Glutamina 2 mM, 10% FBS y antibi6ticos (Choi et al., 1980; Webber y 
Sokolof^ 1981). Otra posibilidad es usar suero humano procedente de una fuente 
aut61oga, en vez de suero bovino. Otra posibilidad radica en usar un medio de cultivo 

20 definido, que contenga un medio basal como DMEM, KPMI, F12o una combinacidn de 
los mismos, L-Glutamina 2 mM, antibidticos, y un medio suplementario que incluya, 
pero sin limitarse unicamCTite a esto, lo siguiente: itiignlinfl^ transferrina, selaiio, 
albtknina y ficido linoleico (Kato et al, 1980; Schwartz y Sugumaran, 1982; Jennings et 
a/., 1983; Adolphe era/., 1984; Quarto etai, 1997; PatenteUS 6.150,163). 

25 

Posteriormente, las cSlulas se cultivan en un incubador a 37*0 con un 5% de 
CO2 y un 95% de humedad. DespuSs de cuatro dias en cultivo, se letira el medio, se 
eliminan las c61ulas no adheridas mediante lavado con tamp6n fos&to salino (PBS) y se 
afiade medio fi-esco. Despu^ de otros cuatro dias, se vuelven a lavar las c^lulas y se 
30 desprenden inciib&idolas con una soluci6n que contenga un 0,25% de tripsina y nn 
0,02% de EDTA (icidb etilendiaminotetraac^tico). Se centrifugan las cSlulas 
despegadas para precipitarlas y se cultivan a una densidad de 5.000 c61ulas/cm^ en 
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fiascos de cidtivo nuevos. Se mantienen las c61ulas en cultivo en mooocapa en un 
estado de subconfluencia mediante su desprendimiento y recultivo a 5.000 c61ulas/cm^. 
Las c^liilas adheridas lesultantes son c61ulas madre aisladas multipotentes que pueden 
maateneise desdiferenciadas en las condiciones de cultivo descritas anteionnCTite, La 
5 Figuia 1 muestra una fotomicrografia de dichas cfilulas, Has 15 dias en cultivo. 

Eiemplo 2: Caracterizaci6n uimunofenotfDica de las cfluias madre multipotentes 
derivadas de condrocitos desdtferenciados humanos> 

Las c61ulas madre derivadas de condrocitos desdiferenciados son recogidas 
10 mediante digestion suave con tripsina, lavadas con PBS e incubadas durante 30 minutos 
a 4°C con uno de los siguientes anticuerpos marcados con FITC 6 PE: CD9, CDIO, 
CDllb, CD13, CD14, CD15, CD16, CD18, CD19, CD28, CD29, CD31, CD34, 0)36, 
CD38, CD44, CD45, CD49a, CD49b, CD49c, CD49d, CD49e, CD50, CD51, CD54, 
CD55, CD56, CD58, CD59, CD61, CD62E, CD62L, CD62P, CD71, CD90, CD95, 
15 CD102, CD104, CD105, 0)106, CD117, CD133, CD166, HLA-I, HLA-H y beta2- 
micioglobulina. 

Las c61ulas marcadas se lavan y se analizan inmediatamente usando un cit6metro 
Epics-XL (Coulter). Como controles, se utilizaron celulas tefiidas con anticuerpos 
20 inespecificos de los coirespondientes isotipos marcados con fluoresceina (FTTC) o 
ficoeiitrina (PE), La Figuia 2A muestra los histogramas que indican un marcaje positive 
de las c61ulas, mientras que la Figura 2B muestra los histogramas que indican la 
ausencia del antigeno correspondiente. 

25 Eiemnlo 3: DifcrcnciaciAn in vitro de cfliilas madre multi potentes derivadas de 
condrocitos desdiferenciados humanos a c^lalas de fenotipo 6seo . 

Las celulas madre derivadas de condrocitos desdiferenciados se siembran a una 
densidad de 20.000 c61ulas/cm^ en medio de cultivo estindar (DMEM, 10% FBS, L- 
Glutamina 2 niM y antibidtico). A las 12 hoias se reemplaza el medio de cultivo por 
30 medio inductor de osteogenesis (Jaiswal et al,, 1997) compuesto por: 

- aMEM 
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- 20%FBS 

- Penicilina/stFeptomicina 

- L-Glutamina2niM 

- Dexametasona 0,01 pM 
5 - Addo ascorbico 0,2iqM 

- p-Glicero&s&to lOmM 



A los 14 dias se puede observai que hay dep6sitos mineralizados de fosfato 
cflcico, lo que indica la presencia de n6dulos 6seos. Tales n6dulos se detectan mediante 

10 una tincidu con Alizarin Red (Standford et al., 1995) como se detalla a continuaci6n: se 
elmina el medio y lavar con PBS; se fijan las muestras con Etanol 70% durante 1 hora a 
4T; se tine la muestra con 1 ml de Alizarin Red 40 mM pH 4,1 y se elimina el 
colorante a los 5 minutos con abundante agua. La Figura 3A muestia el resultado 
obtenido tras la tincidn de las c61ulas diferenciadas, mientras que la Figura 3B muestra 

1 S el resultado de la tinddn de las cSlulas sin diferenciar. 



Eiemplo 4: Difereiiciad6n in vitro de cehilas madre muMpotentes derivadas de 
condrocitos dcsdiferendados huma nng a gflnla g de fenotipo muscular . 

Las c^Iulas madre derivadas de condrocitos desdiferenciados se siembran a una 
20 densidad de 10.000 c£lulas/cm^ en medio de cultivo est&ndar (DMEM, 10% FBS, L- 
Glutamina 2 mM y antibi6tico). Tias 12 boras, se reemplaza el medio de cultivo por 
medio inductor de imiog^esis (Wakitani et al,^ 1995), compuesto pon 

- DMEM 

- 2% FES 

23 - Penicilina/estreptomicina 

- L-Glutamina 2 mM 

- Ascorbato-2-fosfato 0,1 mM 

- Dexametasona 0,01 mM 

- ITSH-1 (Sigma-Aldrich) 
30 - 5-Azacitidina 3 ^M 
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Tras 24 horas, se lemplaza el medio por medio de cultivo est^dar, y se 
mantieneii las c61ulas en cultivo durante 2-3 semanas, cambiando el medio dos veces 
por semana. Tias ese tiempo, las cSlulas adquieren un ienotipo alargado, forman 
estmcturas fibrilares y pueden observarse algunas fiisiones celulares. Para detectar el 
S fenotitpo de mioblasto, las c61ulas obtenidas se fijan con paiaformaldehido (PFA) al 4% 
y se incuban con un anticuerpo frente a la cadena pesada de la miosina, que es un 
antigeno especlfico de miisculo. La Figura 4A muestra el resultado obtenido tras la 
tincidn de las c61ulas diferenciadas, mientras que la Figura 4B muestra el resultado de la 
tmci6n de las c61ulas sin difeienciar. 

10 

Elemplo 5: Diferenciaci6n in vitro de cflulas madrc multipotentcs derivadas de 
condrocitos desdiferenciados humanos a ceiulas de fenotipo neuronal . 

Las c^lulas madre derivadas de condrocitos desdiferenciados se siembran a baja 
densidad en medio de cultivo est&idar (DMEM, 10% FBS, L-Glutamina 2 mM y 
15 antibi6tico) suplementado con 10 ng/ml bFGF y se incuba durante 24-36 horas de modo 
que se alcanza una alta confluencia celular. A continuaci6n se lava y se afiade medio 
neuroinductor (Black y Woodbury, 2001), compuesto por: 

- aMEM 

- BHA200^M 

20 - Penicilina/streptomicina 

- L-Glutamina 2 mM 

- Foskolina 10 

- 2%DMS0 

- Hidrocortisona 1 |iM 
25 - Insulina 5 jig/ml 

- ClK25mM 

- AcidoValproico2mM 

A las pocas horas de la inducci6n se puede observar un cambio morfoldgico en 
30 el que las c61ulas adquieren un cuetpo celular redondeado y muy reftingente, y unas 
prolongaciones que se asemejan a los axones y las dendritas de las c61ulas nerviosas. 
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Tras 3 dfas, las c^lulas obtenidas se fijan con PFA al 4% y se incuban con anticueipos 
frente a los antfgenos especificos de neuronas NF-200 y TuJl. Mediante este 
piocedmnento se observa un 30% de c^lulas posilivas paia NF-200 (Figum SA) y im 
75% de cfilulas positivas pata TuJl (Figura 5B). 

5 Eiemplo 6: Demo5traci6n de la multipotencialidad clonal de las c^hilas mgdrfl 
derivadas de condrocltos dcsdlferenciados humanos . 

Las c61ulas madre derivadas de condrocitos desdiferenciados se siembran en 
placas de 96 pocillos a razdn de una celula por pocillo, aplicando el m6todo de diluci6n 
limite, en medio de cultivo estodar (DMEM, 10% FBS, L-Glutamina 2 mM y 

10 antibi6tico). A las 2 boras se confirma mediante observaci6n al microscopio la 
presencia de una sola c61ula en cada pocillo y se descartan aquellos pocillos en los que 
haya mis de una o ninguna celula. Los cultivos se dejan evolucionar hasta que se 
alcanza una confluencia celular alta, realizando cambios de medio de cultivo 2 veces 
por senaana. Los clones se van subcultivando en una superficie mayor a medida que se 

15 va alcanzando una confluencia celular alta. La efidencia de clonaje esta comprendida 
entte un 50-60%. No se aprecian diferencias marfol6gicas entre los diferentes clones 
obtenidos. Una vez e^andidos los clones, se Ueva a cabo con los mismos 
diferenciaci6n osteog^nica, adipog^nica y condrog^nica. 

20 1 . Diferenciacion osteogenica. Se lleva a cabo como se desaribe en el Ejemplo 3. 

2. Diferendacidn adipogenica. Las c61ulas madre derivadas de condrocitos 
desdiferenciados se siembran a una densidad de 20.000 celulas/cm^ en medio de cultivo 
est^dar pMEM, 10% FBS, L-Glutamina 2 mM y antibiotico). A las 12 boras se anade 
25 el medio inductor de adipoginesis (Pittenger et al, 1999) compuesto pon 

- aMEM 

- 20% FBS 

- Penicilina/streptomicina 

- LrGlutanaina 2 mM 
30 - Hidrocortisona 0,5 |iM 

- roMX0,5mM 

- Indometacina 60 |iM 
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A los 14 dfas de la diferendacidn se puede observar que hay vacuolas Iqrfdicas 
cttoplasmicas, caracteiisticas de c^lulas adiposas. Tales vacuolas se detectan mediante 
una tinci6n con Red Oil (Ramirez-Zacarias et aL, 1992) como se detalla a contmuaci6n: 
tras elinmiat el medio y lavar con PBS, se fijan las muestras con formalina de 30 a 60 
S minutos a tempeiatura ambiente; se lava con agua; se inciiba con isoprcpanol al 60% 
duxante 3 minutos; se elimina el isopiopanol y se afiade la soluci6n Red Oil dej&idola 5 
minutos, tras los que se elimina lavando con abundante agua. 

3. Diferenciaci6n condrog^ca. Se parte de 5 x 10^ cShilas, que se sedimentan 

10 mediante centri&gaci6n a 400 g x 5 minutos en un tubo c6nico de polipropileno. A 
contmuaci6n se incuban en 2 ml de medio de cultivo est&idar (DMEM, 10% su^o fetal 
bovino, L-Glutamina 2 mM y antibi6tico) y a las 24 boras se puede ver como se ha 
formado una estructura a mode de esfera compacta que ya no estk adherida a la base del 
tubo. Se mantiene asi en cultivo, realizando una sustituci6n del medio 2 veces por 

IS semana. A las 2 semanas, tras realizar un lavado con PBS, se fijan los agregados 
celulares con una soluci6n de parafotmaldehido al 4% durante 90 minutos a temperatura 
ambiente. Despu^s se procede a su inclusi6n en paralBna. Los bloques con las muestras 
incluidas se cortan a un grosor de 4 |im con un miciotomo. Para poner de manifiesto la 
presencia de proteoglicanos prqpios de este tipo de tejido se realiza una tinci6n con 

20 Alcian Blue (Lev et al., 1964) como se detalla a contmuaci6n: las muestras son 
desparafinadas e hidiatadas y tenidas con una soluci6n de Alcian Blue prepaiada en 
dcido clorhidiico 0,1 N durante 30 minutos; despu6s se vuelven a deshidratar y se 
montan con un medio resinoso. Como resultado del proceso se pueden visualizar los 
proteoglicanos sulfetados tenidos de azul. Adem&s se realiz6 inmunofluorescencia 

25 contra la mol6cula de coldgeno tipo 0, que es expresada por las c61xdas condroclticas 
siendo uno de los principales componentes de la mattiz extracelular del cartilago. 

El resultado del experimento demuestra que un procentaje muy alto (33%) de los 
clones obtenidos son multipotentes (ver Figura 6). 
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Eiemplo 7: Eipresi6n mediante transduccidn retroviral de un gen heter61ogo en 
cflulas madre multipotentes derivadas dc eondrocitos desdiferenciados humanos. 

Las c^lulas tiiadie derivadas de eondrocitos desdifeienciados se plaquean a 
15.000 c61iilas/cm^ y se incuban a 3TC durante 6 h con una preparaci6n de particulas 
5 letrovirales empaquetadas con envuelta anfotr6pica codificando la proteina verde 
fluorescente (GFP), Despu6s de la mfecci6n, las c61ulas son lavadas con tamp6n fosfato 
y mantenidas en el medio de cuWvo habitual. Tras 48 h, la e3q)resi6n de GFP puede ser 
analizada mediante microscopia de fluorescencia (ver Figura 7A) o mediante citometria 
de flujo (ver Figura 7B). 
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REIVINDICACIONES 

1. Poblaci6n aidada de ovinias madie adoltas multipotentes, piocedentes de 
condiocitos desdifeienciados de. cartflago articular de mamifero, 
caiacterizada poT ser positiva para los siguientes antfgenos de superficie: 

5 CD9, CD13, CD29, CD44, CD49a, CD49b, CD49c, Ca>49e, CD54, CD55, 

CD58, CD59, CD90, CD95, CD105, CD106, CD166, HLA-I y beta2. 
microglobulina. 

2. Poblacidn aislada de cSlulas madre adultas multipotentes, segi^ la 
idvindicacidn 1, caracterizadapor ser negativa para los siguientes antigenos 

10 de siq)erficie: CDIO, CDllb, CD14, CD15, CD16, CD18, CD19, CD28, 

CD31, CD34, CD36, CD38, CD45, CD49d, CD50, CD51, CD56, CD61, 
CD62E, CD62L, CD62P, CD71, CD102, CD104, CD117, CD133 y HLA-H. 

3. Poblaci6n aislada de c61ulas madre adultas multipotentes, segtin la 
reivindicacion 1, caracterizada porque las celulas son de origen humane. 

15 4. Poblacion celular aislada, derivada de una poblaci6n aislada de cdlulas 

madre adultas multipotentes segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, 
caracterizada porque e^^esa, al menos, una caracteristica propia de una 
c^lula especializada. 

5. Poblaci6n celular aislada, segi^ la reivindicaci6n 4, caracterizada porque 
20 expresa, al menos, una caracteristica propia de un condiocito. 

6. Poblaci6n celular aislada, segun la reivindicacion 4, caracterizada porque 
expresa, al menos, una caracteristica propia de un osteocito. 

7. Poblacion celular aislada^ segun la reivindicaci6n 4, caracterizada porque 
expresa, al menos, una caracteristica propia de un adipocito. 

25 8. Poblaci6n celular aislada, segun la reivindicacion 4, caracterizada porque 

expresa, al menos, una caracteristica propia de un miocito. 

9. Poblaci6n celular aislada, segun la reivindicaci6n 4, caracterizada porque 
expresa, al menos, una caracteristica propia de un cardiomiocito. 

10. Poblacion celular aislada, segt!in la reivindicaci6n 4, caracterizada porque 
30 expresa, al menos, una caracteristica propia de una neurona. 
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11. Poblaci6n celular aislada, segfin la reivmdicaci6n 4, caiacterizada porque 
fflgnresa, al menos, una caxacteifstica propia de un aslxocito. 

12. Poblaci6n celulai aislada, segun la reivindicaci6n 4, caiacterizada porque 
e^qjresa, al menos, una caracteristica propia de un oligodendrocito. 

S 13. Poblaci6n celular aislada, seg6n la leivindicacidn 4, caracterizada porque 

expresa, al menos, una caracteifstica propia de una c^Ma epitelial. 

14. Poblaci6n celular aislada, segfin la reivindicad6n 4, caracterizada porque 
expresa, al menos, una caiacterfstica propia de un hepatocito. 

15. Poblaci6n celular aislada, segun la reivindicaci6n 4, caracterizada porque 
10 expresa, al menos, una caracteristica propia de una c61ula pancre&tica. 

16. PobIaci6n celular transg^nica aislada, derivada de la poblaci6n celular 
aislada segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, caracterizada porque 
su genoma ha sido modificado por inserci6n de DNA aislado 
preseleccionado, por sustitudon de un segmento del genoma celular con 

15 DNA aislado preseleccionado o por inactivaci6n de al menos una porcidn del 

genoma celular. 

17. Poblaci6n celular transg^nica aislada, segiin la reivindicaci6n 16, 
caracterizada porque su genoma ha sido modificado mediante transducci6n 
no viral. 

20 18. Poblacidn celular transg^nica aislada, segun la reivindicaci6n 16, 

caracterizada porque su genoma ha sido modificado mediante transducci6n 
viral. 

19. US0 de una poblacidn celular aislada segun cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 18 paia preparar una conq)osici6n fomacSutica para el 

25 tratamiento de lesiones, enfennedades degenerativas y genSticas de: 

cartilago, hueso, miasculo, coraz6n, sistema nervioso central y perif6rico, 
piel, hfgado y pibicreas. 

20. Una composici6n farmacfiutica que comprende una poblacidn celular segdn 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18 y un vehiculo &rmac6uticamente 

30 aceptable. 
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21. Composici6n finnac^utica segfin la reivindicaci6n 20, que compiende, 
adem&s, un componente adicional seleccionado entre factores de 
cieciimento, citoquinas, quiinioquinas, ptotefnas de la matriz extracelidar, 
finnacos, polfmeros sint^cos y sus mezclas. 

5 22. Coniposici6n faimac6utica segun cualquiera de las reivindicaciones 20 6 21, 

en la que dichas c61ulas y, opcionalmente, dicho componente adicional, estin 
incluidas en una matriz sint^tica tridimensional bioconopatible. 

23. Composici6n faimac6utica segun la reivindicacion 22, en la que dicha 
estnictura tridimensional biocompatible es del tipo microparticula, 

10 microesfeia, nanoparticula o nanoesfera. 

24. M^todo paia evahai in vitro la lespuesta celular a agenles biologicos o 
fatmacoldgieos, o a bibliotecas combinatoriales de dichos agentes, que 
coniprende: 

a) aislar una poblaci6n celular segfin cualquieia de las reivindicaciones 1 a 
15 18 a partir de un individuo o de una poblacidn estadisticamente 

significativa de los mismos; 

b) diferenciar opcionalmente las c£lulas aisladas a un ttpo celular concreto; 

c) expandir las c^lulas en cultivo; 

d) diferenciar opcionalmente las c61ulas e3q)andidas a un tipo celular 
20 concreto; 

e) poner en contacto el cultivo con uno o m4s agentes biol6gicos o 
farmacologicos o con una biblioteca combinatorial de dichos agentes; y 

f) evaluar los posibles efectos biol6gicos de dichos agentes sobre las 
c61ulas del cultivo. 

25 25. M6todo segfin la reivindicacion 24, en el que dichos agentes biol6gicos o 

farmacoldgicos a evaluar comprenden p6ptidos, anticuerpos, citoquinas, 
quimioquinas, fectores de crecimiento, particulas virales, hormonas, 
antibidticos, compuestos inhibitorios, agentes quimoterap6uticos, agentes 
citotdxicos, mut&genos, aditivos alimentarios, cotnposiciones &imac6uticas 

30 ypreparadosvacunales. 
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26. M6todo para evaluar in vivo la lespuesta celular a agentes biol6gicos o 
&nnacol6gicos, o a bibliotecas combinatoriales de dichos agentes, 
caiacterizado ponjue (xmipiende: 

a) aislar una poblaci6n celular segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 
5 18 a partiT de un individuo o de una poblacion estadisticamente 

significativa de los mismos; 

b) diferendar opcionalmente las c61ulas aisladas a un tipo celular concreto; 

c) expandir las c^lulas en cultivo; 

d) diferendar opdonalmente las c61ulas e?ipandidas a un tipo celular 
10 concreto; 

e) iraplantar las c61ulas, solas o dentro de composiciones biol6gicamente 
con5)atibles, en un modelo de animal experimental; 

f) administrar a los animales implantados uno o mis agentes biol6gicos o 
farmacol6gicos; y 

IS g) evaluar los posibles efectos biol6gicos de dichos agentes sobie las 

c^lulas implantadas. 

27. M6todo segfin la rdvindicacidn 26, en el que el animal experimental 
utilizado es una cq)a de raton irnnunodeficiente. 

28. M6todo segfin la rdvindicacidn 26, en el que las c^lulas se implantan en el 
20 animal experimental incluidas dentio de una matriz tridimensional biocompatible. 

29. Metodo segun la reivindicaci6n 26, en el que las c61ulas se implantan en el 
animal experimental incluidas dentro de una estructura del tipo microparticula, 
microesfera, nanoparticula o nanoesfera. 

30. M6todo segun la reivindicacidn 26, en el que los agentes biol6gicos o 
25 &nnacol6gicos a evaluar comprenden pSptidos, anticueipos, citoquinas, quimioquinas, 

factores de creciioiento, particulas virales, hormonas, antibidticos, compuestos 
inhibitorios, agentes quimoterap6uticos, agentes citot6xicos, mut^enos, aditivos 
alimentarios, composiciones ftrmacSuticas y preparados de vacunas. 
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